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(Bingegangen am 1. Juni 1922.)

Die Methode der Kultivierung tierischer Gewebe auBerhalb des
Organismus (,, Explantation® nach der Terminologie von Rouzx), die
von Harrison, Burrows und Carrel ausgearbeitet worden ist, bildet ohne
Zweifel eine hochst interessante und wertvolle Errungenschaft in der
derzeitigen Methodik experimentell-biologischer Untersuchungen. Nach
den grundlegenden Arbeiten der erwahnten Autoren hat sich eine Anzahl
von Forschern*) mit einschlagigen Fragen beschiftigt und dabei die
Methode der Gewebskulturen zur Losung verschiedener wissenschaft-
licher Probleme angewandt. Bekanntlich hat Harrison als erster Gewebs-
stiickchen in einem Tropfen Lymphe geziichtet; auf diese Weise erzielte
er Kulturen von Geweben des Froschembryos in Froschlymphe. Burrows
und Carrel wandten anstatt der Lymphe Blutplasma an: sie kultivierten
in einem Tropfen geronnenen Plasmas verschiedene Gewebe von Warm-
blitern (Vogeln und Saugetieren). Die Methode Burrows-Carrels**) ist
gegenwirtig auch die allgemein ibliche, und mit Recht, denn tatséch-
lich bildet das Blutplasma eines Tieres derselben Art in vielen Féllen
ein ausgezeichnetes Medium zur Kultivierung verschiedener Gewebe
auflerhalb des Organismus. Leider kann dieses Verfahren bei weitem
nicht in allen Fallen angewandt werden. So ist dasselbe natiirlich nicht

*) Ausfiithrliche Literaturangaben und ein allgemeiner Uberblick tiber die
verschiedenen wissenschaftlichen Tatsachen, die sich bei Anwendung der Methode
der Gewebskultivierung ergeben haben, finden sich im Buche von Krontowski
und Poleff, ,,Methode der Gewebskulturen T. I u. IT, S. 398. 1917 (russ.). Eben-
daselbst ist auch die Technik der XKultivierung von Geweben in vitro ausfiihrlich
beschrieben.

**) Auf verschiedene Modifikationen gehe ich hier nicht niher ein; das alles
ist in dem erwidhnten Buch von Kronfowski und Poleff schon erdrtert; im vor-
liegenden Aufsatz will ich nur die Methode darlegen, welche in der von mir geleiteten
Abteilung fiir experimentelle Medizin hiufig zu verschiedenen Zwecken angewandt
wird.
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anwendbar, wenn es sich darum handelt, Gewebskulturen von Tieren
zu erhalten, die eines Blutgefasystems ganzlich ermangeln, und ebenso
von denen, deren Blut (bzw. Lymphe oder Hamolymphe) tiberhaupt
nicht gerinnt oder aber nach dem Gerinnen sich bald wieder verfliissigt.
AufBerdem mull man von dem Verfahren in all den Fillen absehen, wo
es nicht gelingt, von dem betreffenden Tier (etwa weil es selbst oder weil
seine Gefdlle zu klein sind) die nétige Menge ungeronnenen Blutes steril
zu gewinnen. Daher schien es mir héchst wiinschenswert, die urspriing-
liche Methode von Harrison-Burrows-Carrel derart zu ergianzen, dafi die
Schranken ihrer Anwendbarkeit beseitigt und die Mdglichkeit gegeben
wiirde, Gewebe der verschiedensten Tiere in vitro zu kultivieren, ohne Riick-
sich darauf, ob dieselben nun ein Blulgefdfsystem besitzen oder wichi,
ob ihr Blut bzw. ihre Lymphe oder Hdamolymphe zum Medium fiir Gewebs-
kulturen taugt oder micht. Insbesondere war es wichtig, die Moglichkeit
zu erlangen, Gewebe von wiederen Tieren tn vitro zu kultivieren, speziell
von Wirbellosen, da viele derselben schon lange als klassisches Objekt
fir das Studium grundlegender biologischer Probleme dienen.

Ich beschiftige mich seit dem Jahre 1912, anfangs gemeinsam mit
Poleff, mit der Kultivierung von Geweben auBerhalb des Organismus
und habe die obige Methode vielfach beim Studium biologischer und patho-
logischer Fragen angewandt??) 18)14)15) 16} Daneben war ich aber
bemiiht, eine Methodik auszuarbeiten, die den oben genannten Anfor-
derungen entspriache. Endlich gelang es mir, in vieler Hinsicht befrie-
digende Resultate zu erzielen, als ich kombinierte Medien anwandte,
die nach den unten dargelegten Prinzipien zusammengesetzt waren.
Infolgedessen bediente ich mich in den letzten Jahren dieser ,,kombi-
nierten Medien® in weitestem Umfange und in verschiedensten Fillen,
sowohl bei meinen eigenen Arbeiten als auch bei denen, die ich gemein-
sam mit meinen Mitarbeitern v. Schustow, Rumjanzew, Sparrow, Hach,
Radzimowska, Tschertok u. a. unternahm. So zum Beispiel gelang es
mir und Rumjanzew'®) Gewebe von Wirbellosen, und zwar von Regen-
wiirmern (Lumbricidae) auBerhalb des Organismus zu kultivieren. Bei
Versuchen, die von mir und Radzimowskal®) angestellt wurden, um den
EinfluB der H-Ionen auf das Leben der Gewebszellen festzustellen,
ergab die Anwendung kombinierter Medien bessere Resultate als die
gewohnliche Methode. Und ebenso leisteten die kombinierten Medien
mir und Hach'?) groBe Dienste beim Studium der biologischen Eigen-
schaften des Fleckfiebervirus usw. Aullerdem wird bei Anwendung
kombinierter Medien das Studium mancher Fragen noch dadurch er-
leichtert, dal man die Einwirkung auf die Gewebskulturen variieren,
z. B. die Zusammensetzung der Medien in weiterem Umfange éndern
kann usw. In Anbetracht dieser Umsténde erlaube ich mir, im folgenden
die Methodik und Technik der Kultur von Geweben aulerhalb des Orga-



490 A. Krontowski: Uber die Kultivierung der Gewebe

nismus vermittels kombinierter Medien, wie sie in der von mir geleiteten
Abteilung filr experimentelle Medizin ausgearbeitet sind und in der
letzten Zeit angewandt werden, in Kiirze darzulegen.

Bei der Zusammensetzung kombinierter Medien ging ich von folgen-
den Erwigungen aus. Wie die Untersuchungen vieler Forscher gezeigt
haben, miissen die Medien, in welchen Gewebe geziichtel werden sollen,
erstens passendes Nahrmaterial enthalten bezw. eine bestimmie biochemische
Zusawmmensetzung aujweisen, wnd zweitens miissen sie, wie Harrison'0)
u. a. gezeigt haben, abgesehen von allem anderen, dem wachsenden Ge-
webe die entsprechende mechanische Stitze bieten (in vollig flissigen
Medien gelingt die Kultivierung von Geweben bekanntlich meist nicht).
Das geronnene Blutplasma entspricht an und fiir sich schon diesen
beiden Grundforderungen. Wenn sich aber ein entsprechendes fertiges
(natiirliches) Medium fir die Gewebe des betreffenden Tieres nicht vor-
findet, muf man suchen, die beiden oben genannien Bedingungen fiir sich
gesondert herzustellen: erstens, eine méglichst geeignete Néhrfliissigkeit
zuzubereiten, und zweitens, dieser die erforderliche Dichiigkeit zu geben,
indem man ein enisprechendes Substrat zusetzt. Fir die Falle, wo man
aus den oben angefithrten Griinden vom betreffenden Tier kein Blut-
plasma beschaffen kann, schien es mir zweckentsprechend, die Medien
so zusammenzusetzen, daff die Ndhrflissigkeit aus dem Gewebssaft
(Gewebsextrakt u. dgl.) eines T'ieres derselben Art (oder ebendesselben
Tieres), woher auch das zu kultivierende Gewebe stammt, zubereitet
wurde, und die erforderliche Konsistenz, das mechanische Stroma, #hr
durch Zusatz heterogener Plasmen, speziell zu diesem Zwecke gekochien
Agars . dgl. gegeben wurde. Bei der Zubereitung der Niahrfliissigkeit
glaubte ich von dem gewdhnlich geiibten Kochen von Bouillon absehen
zu miissen, da sogar einige Mikroben bekanntlich nur in solchen Medien
wachsen, die natives, nicht denaturiertes Eiweill enthalten. Damit
die Nahrflissigkeit mdglichst vollzidhlig wnd in moglichst unverdnderter
Gestalt alle die Stoffe (natives Eiweill, Lipoiden, Kohlenhydrate usw.)
enthalte, die im Protoplasma der Zellen, in der Gewebsfliissigkeit, im
Blut des betreffenden Tieres vorkommen, st es of fenbar zweckentsprechend,
solch einen Gewebssaft (z. B. in Gestalt von ,,Organplasma®, ,, PreBsaft®)
zu benutzen, der ohne Zusatz von physiologischer Lisung gewonnen ist,
oder aber moglichst konzentrierten Extrakt, der durch sorgfiltige Zer-
reibung oder sonstwelche Zerstérung der eigentlichen Zellenelemente
unter Zusatz von physiologischer Lésung zubereitet ist (dabei konnen,
wenn es nétig und mdoglich ist, ausgepreBter Gewebssaft, Blut bzw.
Hamolymphe, Serum u. dgl. zugesetzt werden). Um der gewonnenen
Nahrflissgkeit die nétige Konsistenz zu geben, kann man ihr verschie-
dene Plasmen, die aus dem Blute bestimmter Tiere einer anderen Art
gewonnen sind, speziell zubereitetes Agar usw. zusetzen.
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In praxi wird die Zubereitung kombinierter Medien, die nach den
oben erwahnten Grundsitzen zusammengesetzt sind, auf verschiedene
Weise, je nach der Beschaffenheit des Materials und einigen anderen
Bedingungen, vorgenommen.

Die Nahriliissigkeit kann man herstellen entweder aus zerkleinerten ganzen
Tieren der betreffenden Art*) [z. B. aus ganzen Regenwiirmern oder Mollusken,
wie das bei den Versuchen Krontowskis und Rumjanzews'®)] der Fall war, oder aus
ganzen. Embryonen verschiedener Tiere usw.) oder aber aus einzelnen Geweben
und Organen von Tieren und Menschen, z. B. aus der Milz, den Muskeln, der Schild-
driise (und anderen Blutdriisen), der Placenta usw. Den Gewebssaft kann man
herstellen entweder mit Hilfe einer gebrauchlichen Presse, die speziell zum méglichst
ergiebigen Auspressen von Gewebssaft bestimmt ist, oder aber — was wir meist
tun — durch sorgfaltiges Verreiben von kleingeschnittenem Gewebe mit pulveri-
siertem Glas; hernach kann man die zerriebene Masse zentrifugieren oder aus-
pressen, z. B. durch ein feines Kupfernetz, und schlieflich filtrieren. Wenn es nicht
gelingt, auf diese Weise Gewebssaft zu gewinnen, mufl man beim Zerreiben des
Gewebes nach und nach ein gewisses Quantum Ringerscher Losung zusetzen.
Gewohnlich benutzen wir Ringersche Losung, die so zusammengesetzt ist, daB sie
dem Tiere der betreffenden Art physiologisch (isotonisch) angepaft ist (siehe unten).
Je weniger Flissigkeit zugesetzt ist, je konzentrierter der Gewebssaft ist, desto
besser gedeihen in ihm gewshnlich die Kulturen. Wenn die Gewebe, aus denen
der Saft bereitet worden ist, nicht steril waren, mufl der gewonnene Saft mittels
Filtrierung durch eine Chamberland- oder eine Berkefeldkerze sterilisiert werden *¥).
Diesges Filtrieren geht sehr langsam vonstatten; immerhin bekommt man nach
einigen Stunden ein gewisses Quantum von Fliissigkeit, das gentigt, um eine Menge
Gewebskulturen anzulegen. Der durch die Kerze filtrierte und in Reagensglischen
gefiillte Gewebssaft wird gewthnlich an einem kiihlen Orte aufbewahrt.

Indes kann man in vielen Fillen die erwihnte Sterilisierung umgehen, denn
aus reinem, nicht bakterienhaltizgem Material gelingt es, unter Befolgung der
gewdhnlichen Regeln der Aseptik auch unmittelbar sterilen Gewebssaft zu gewinnen.
Das 148t sich leicht bewerkstelligen, wenn der Gewebssaft zubereitet wird aus
Embryonen von Vogeln, Amphibien, aus Siugetierembryonen, die durch den
Kaiserschnitt zutage geférdert sind, aus den inneren Organen des Menschenfoetus
u. dgl. Bei erwachsenen Tieren kann man in vielen Fillen einzelne Gewebe und
Organe auch steril herausschneiden; alle weiteren Manipulationen miissen aber
natiirlich unter Befolgung strenger Aseptik vorgenommen werden. Arbeitet man
mit der Presse, so muB diese natiirlich auch sterilisiert werden. Ebenso kann man
vorher auch die Reagensglaschen (der Zentrifuge) mit dem in dieselben geschiitteten
Glaspulver sterilisieren. Alsdann wirft man Stiickchen vom Embryo oder von
einzelnen Geweben hinein, fiigt, wenn es nétig ist, Ringersche Losung hinzu und
zerreibt das alles mitsamt dem Glase vermittels eines kleinen sterilen StoBels;
zuletzt wird alles zentrifugiert. In einigen Fallen kann man schlieflich als Nahr-
material auch einige natiirliche Flissigkeit benutzen, die, wenn sie aseptisch
gewonnen wird, der Sterilisierung nicht bedarf, so z. B. Blutserum, Himolymphe,
Eiweil vom Hithnerei u. dgl. m.

*) Wenn die Tiere der hetreffenden Art allzu klein sind, muf man, um ein
geniigendes Quantum Gewebssaft zu gewinnen, einige zehn, ja mehrere hundert
solcher Tiere nehmen.

**) Nach Carrels®) Beobachtungen verliert sich die aktivierende Fahigkeit
stimulierender Gewebsextrakte (die durch AufguB gewonnen sind) nach der Fil-
trierung durch eine Chamberlandkerze vollstindig.
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Um dem Nahrboden (Gewebssaft, Extrakt usw.) die nétige Konsistenz
zu geben, kann man in erster Linie Blutplasmen von verschiedenen Tieren
anderer Art benutzen. Wie zahlreiche Versuche verschiedener Autoren
[Lambert und Hanes?t), Champy und Coca’), Krontowski und Schustow?20)
u. a.] gezeigt haben, sind viele heterogene Plasmen schon an und fir
sich ohne weitere Zutaten in vielen Fillen durchaus tauglich, um Ge-
webe von Tieren andere Art in ihnen zu kultivieren. Gewebe des
Axolotls wichst z. B. gut im Blutplasma des Pferdes, des Kaninchens,
der Katze und des Hundes [Kronfowsks und Schustow?°)]. Nicht nur
Kulturen vom Gewebe des Embryos, sondern auch des erwachsenen Axo-

lots zeigen ein gutes Wachstum in heterogenen
Plasmen: So z. B. wachsen Kulturen aus der

3 Liymphschicht der Leber oder der Milz des Axo-

N\ lotls in Kaninchenplasma ohne Passagen (bei

. E:*" Zimmertemperatur) 30 Tage lang und mehr;
SN dabei haben die Zellen ein véllig frisches Aussehen

(Gewebskulturen eigentiimliche), normale Struktur

des Cytoplasmas und Kerns, und sogar bei 30 tagi-

gen Kulturen bemerkt man eine ganze Anzahl

AED. 1. frischer, regelmifig gebildeter Mitosen (s. Abb. 1).

Wie mich meine Beobachtungen gelehrt haben,

erziell man noch bessere Resultate, wenn man heterogene Plasmen dem

Gewebssaft oder dem Serwm eines Tieres von derselben Art (oder sogar

desselben Individuums), von dem das zu ziichtende Gewebe stammt,

nur bermischt. Unter diesen Bedingungen stehen den zu ziichtenden

Gewebszellen homologische (oder sogar autologische) Nahrstoffe *)
zu Gebote.

Um mit heterogenem Plasma ein giinstiges Resultat zu erzielen, muf jeden-
falls vorher festgestellt werden, ob das verwendete Plasma nicht eine schidliche
cytotoxische Wirkung auf das zu kultivierende Gewebe des betreffenden Tieres
ausiibt [vel. Lambert und Hanes?*), Champy und Coca®) u. a.]. Da sich in dieser
Hinsicht keine irgendwie feststehenden Regeln aufstellen lassen **), so mull man in
der Praxis fiir jedes neue Versuchsobjekt empirisch das passendste heterogene
Plasma, das keine schidlichen Nebenwirkungen ausiibt, aufzufinden suchen.
In der-Praxis erweisen sich Hihner- und Pferdeplasma, gewissermafen auch
Kaninchenplasma in den meisten Féllen als durchaus tauglich zur Kultivierung
von Geweben der verschiedenartigen Tiere. Damit nach dem Gerinnen des zu-
gesetzten Plasmas das Medium sich in eine feste und doch auch geniigend zarte,
gallertartige Masse verwandelt, mu8 der Néhrfltissigkeit ein gleiches oder etwas

*) Welcher Meinung man iiber die Bedeutung des Milieus fiir die Erndhrung
der in vitro kultivierten Zellen [vgl. Burrows und Neymann?)] auch sein mag,
jedenfalls empfiehlt es sich, bei der Zubereitung des Mediums demselben homo-
logische oder autologische Stoffe zuzusetzen.

#%) Die taxonomische Nihe der Tiere gibt in dieser Hinsicht nicht immer ver-
15Bliche Fingerzeige.
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geringeres Quantum von Plasma zugesetzt werden*). Auler ,reinem Plasma‘,
das in eisgekiihlten paraffinierten Reagensgldschen gewonnen ist, kann man,
um dem Medium Konsistenz zu geben, auch ,,Oxalatplasma’ [z. B. nach dem von
Krontowsk: und Poleff14) 1) 18) heschriebenen Verfahren] anwenden, was in einigen
Fallen die Methodik vereinfacht, besonders wenn vorher ein Vorrat von Oxalat-
plasma hergestellt ist, das sich lange Zeit hilt **).

Um der Néhrilissigkeit die notige Konsistenz zu geben, eignen sich
in den meisten Fillen heterogene Plasmen z. B. zur Kultivierung von
Geweben des Axolotls [ Krontowsk: und Schustow20)], von Menschen-
geweben [Krontowski und Hach'?)] usw.; in anderen Fillen dagegen
geben das ‘beste Resultat Kombinationen aus Gewebssaft und Agar,
z. B. um Gewebe von Regenwiirmern zu kultvieren [Krontowski und
Rumjanzew?)].

Wenn wir, um der Nahrflissigkeit Konsistenz zu geben, Agar zu verwenden
beabsichtigen, zerkleinern wir es zuerst (nachdem es, wenn nétig, vorher in gewéhn-
lichem, flieBendem, nachdem in destilliertem Wasser grindlich ausgewaschen ist)
und kochen es gewohnlich in vereinfachter Ringerscher Losung allein von solch
einer Zusammensetzung, dall das Quantum und gegenseitige Verhiltnis der Salze
Na(Cl, KCl und CaCl, den Geweben des Tieres der betreffenden Art physiologisch
entspricht. Um dem neutralen Agar eine schwach alkalische Reaktion iiber den
Neutralpunkt hinaus zu geben, wird 0,02—0,1 proz. NaHCO, zugesetzt. Natiirlich
kann man die Zusammensetzung des Agars auch noch in anderer Weise kompli-
zieren, so z. B. durch Zusatz von Pepton, Glucose usw. Als Vorrat fertigen wir
am hiufigsten 1 proz. Agar an, weil dieses bei der Herstellung von Gewebskulturen
sich am besten mit der Néhrifliissigkeit vermischen 1466, Nachdem dieses Agar
zu gleichen Teilen mit der Nahifliissigkeit vermischt worden ist, enthalt das
Medium im Durchschnitt ungefahr 0,69, Agar (wir nehmen auch etwas weniger
Agar, wenn es sich ndmlich um Gewebe von Kaltbliitern handelt, die bei Zimmer-
temperatur kultiviert werden). Im allgemeinen mulB dem Medium so viel Agar
2ugesetzt werden, dafl ein Tropfen der Mischung zu einer moglichst zarten gallert-
artigen Masse erstarri. Die Verwendung von Celatine hat bei uns bisher keine
gtinstigen Resultate ergeben.

Die kombinierten Medien, die nach den dargelegten Prinzipien zu-
sammengesetzt waren, wurden von uns, wie schon gesagt, zu den ver-
schiedenartigsten Zwecken verwandt. Um ein konkretes Beispiel dafir
zu geben, wie die kombinierten Medien von uns zur Erzielung von Ge-
webskulturen von Wirbellosen verwandt wurden, fiihre ich die Versuche
von Gewebskulturen von Regenwilirmern (Allolobophora, Lumbrticus)
an, die von mir und Rumjanzew®) angestellt worden sind.

*) Bei der Zubereitung von Medien fiir Gewebskulturen muBl man auch den
osmotischen Druck in Betracht ziehen [Carrel und Burrows?®), Lamberi2t), Ebeling?)].
In den Fillen, wo Grund zur Annahme vorliegt, das heterogene Plasma und das
mit ihm zubereitete Medium kénnte fiir das zu kultivierende Gewebe hypertonisch
sein, muB man daher das Plasma mit etwas destilliertem Wasser verdiinnen oder
aber den Gewebsextrakt mit hypotonischer Losung zubereiten, so daB das Medium
schlieBlich isotonisch oder etwas hypotonisch wird.

**) Vielleicht ist fir diesen Zweck auch Citratplasma verwendbar, wie es von
Fort®) empfohlen wird.
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Da in diesem Falle die gewohnliche Methode von Harrison- Burrows-Carrel
nicht anwendbar war, so bedienten wir uns kombinierter Medien. Behufs Zuberei-
tung der Nahrfliissigkeit schnitten wir von einigen 10 Regenwiirmern die Vorenden
(9—10 Segmente) ab, verrichen diese abgeschnittenen Stiickchen sorgfaltig mit
Glaspulver und setzten ein ganz geringes Quantum Ringerscher Ldsung zu; auller-
dem wurden aus den iibriggebliebenen Hinterenden der Gewebssaft und Blutfliissig-
keit ausgeprefit. Die so gewonnene Fliussigkeit wurde zentrifugiert und durch eine
Chamberlandkerze filtriert. Um dem Medium Konsistenz zu verleihen, setzen
wir bei den Versuchen mit Wiirmern Blutplasma vom Pferde und vom Hunde
hinzu, desgleichen Agar, das nach der obigen Anweisung gekocht war. Die
Kombinationen mit Agar ergaben bessere Resultate. Nehmen wir ein Beispiel.
In Kulturen, die aus Wachstumsknospen am Hinterende von jungen Regen-
wiirmern (Lumbricidae) genommen sind, bildet sich bei Zimmertemperatur
schon am 3. Tage um das eingepflanzte Stiickchen eine ziemlich breite Zone von
Zellen (siehe Abb. 2); selbst
wenu ziemlich verdimnter Ge-

Abb. 2. Abb. 3.

websextrakt (1:10) verwendet ist, kénnen trotz ihres langsameren Wachstums
Kulturen aus Regenerationsknospen des amputierten Vorderendes von Wirmern am
7. Tage einen bedeutenden Umfang erreichen. In solch einem kombinierten Medium
geht auch die Auswanderung von Zellen gut vonstatten. ,Chloragogenzellen®
z. B. in Kulturen von GefaBstiickchen des Regenwurms zeigen interessante bio-
logische Eigenheiten: sie wandern energisch aus dem explantierten Stiickchen
aus und konnen durch das ganze Medium bis an den Rand wandern (siche Abb. 3);
dabei ist bei starker VergroBerung deutlich zu sehen, dafi der Kérper der Chlora-
gogenzellen eine birnenformige Gestalt annimmt und gewdhnlich einen verléngerten
Auslaufer hat, an dessen Ende hiufig eine Art von Biischel auftritt, der aus faden-
formigen beweglichen Protoplasmaausliufern besteht; siehe Krontowski und
Rumjanzew )

Goldschmidt®) hat bei seinen duBerst interessanten Untersuchungen tiber die
Spermatogenese in vitro die Methode der Gewebskulturen auf die Geschlechts-
elemente der Wirbellosen angewandt. Er kultivierte Stiickchen von Geschlechts-
driisen eines Schmetterlings einfach in einem Tropfen Hamolymphe und hielt sich
dabei an das urspriingliche Verfahren von Harrison. Um aber eine gentigende Menge
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von Blut steril gewinnen zu kénnen, wihlte er als Versuchsobjekt Samia cecropia L.
Obgleich diese Art nach Angabe des Autors selbst kein so giinstiges cytologisches
Objekt bildet wie einige andere Lepidoptera, so enthalten die duferst groBen
Puppen dieser Art, abgesehen von allem anderen, doch auBergewshnlich viel
Blutfliissigkeit. Ich glaube, unsere oben beschriebene Methode bietet die Moglich-
keit, eine groBere Anzahl verschiedenartiger, in irgendeiner Hinsicht interessanter
Objekte in den Kreis der Untersuchungen zu ziehen, ohne Riicksicht darauf,
ob aus ihnen eine geniigende Menge Blut resp. Hamolymphe steril gewonnen werden
kann oder nicht.

Lewis®) untersuchte die Verwendbarkeit von Medien, die mit Meerwasser
zubereitet waren, fiir Gewebskulturen und stellte dabei auch Versuche an, Gewebe
einiger Wirbelloser (Limulus, Seeanemone usw.) zu kultivieren. Das Medium
bestand aus Bouillon, die aus den Muskeln des betreffenden Tieres gekocht und
dann sterilisiert worden war, und aus verdiinntem Meerwasser + 0,02 proz. NaHCO,
—+ 0,1—0,5 proz. Dextrose. Solch ein Medium kann aber, da es flissig ist, schwerlich
als giinstig fiir das Wachstum von Gewebskulturen gelten [vgl. Harrison'®) u. a.].
AuBerdem werden beim Kochen des Mediums viele Bestandteile desselben (vor
allem verschiedene Arten von Eiweil) denaturiert (siehe oben) und nachher vollig
wegtiltriert.

In einigen Féllen bestand das Hindernis fir eine erfolgreiche Kultur
der Gewebe von Wirbellosen und niederer Wirbeltiere darin, daB iAr
Plasma bzw. die Hamolymphe nicht gerinnt. Dieser Umstand war z. B.
der Grund, warum Frl. Dobrowsolsky®), die an der Zoologischen Station
in Neapel arbeitete, kein Gewebe vom Octopus und von anderen Tieren
in vitro ziichten konnte. Auch fiir diese Falle paBt die oben beschriebene
Methode, und wenn die Gewebe des betretfenden Tieres nur iiberhaupt
geniigende Fahigkeit zur Proliferation besitzen, kann man des Erfolges
sicher sein.

Kombinierte Medien kénnen auch in den Fallen zustatten kommen,
wo das Plasma des Tieres zwar die Fahigkeit zu gerinnen besitzt, sich
aber nachher wieder schnell verfliissigt, wie das z. B. Dobrowsolsky®) vom
Plasma des Haifisches gezeigt hat und viele andere Autoren vom Blut-
plasma des Menschen. Zur Aufzucht von menschlichem Gewebe in vitro
haben ich und Hach') unter Beachtung der oben dargelegten Prinzi-
pien kombinierte Medien benutzt. Als Nahriliissigkeit verwandten wir
hierbei einen Extrakt (nach Carrel zubereitet) aus der Milz eines neu-
geborenen Menschen und aus der menschlichen Placenta oder das Serum
eines erwachsenen Menschen ; dazu setzten wir dann heterogene Plasmen
hinzu. Vermittelst solcher Medien kultivierten wir z. B mit Erfolg
Miz und Unterhautzellengewebe eines Neugeborenen und erzielten
gute Kulturen von Leukocyten aus dem Blute eines erwachsenen Men-
schen (vgl. Aurorow und Timofejewskijl)]. Da ein besonderer Unterschied
im Wachstum der Gewebe in Medien mit Gewebsextrakten und mit
Serum nicht zu bemerken war, so ist es der Einfachheit halber natiirlich
bequemer, eine Kombination aus Serum und Plasma zu benutzen; dabei
ergab Hiihnerplasma, in Ubereinstimmung mit Lamberts??) Angabe,
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auch bei unseren Versuchen gute Resultate; freilich zeigte sich ein recht
gutes Wachstum auch in Kaninchenplasma. Im allgemeinen kénnen
wir auf Grund unserer Beobachtungen am Wachstum von menschlichem
Gewebe in vitro uns der von Lambert?2) speziell fiir diese Zwecke emp-
fohlenen Technik anschlieBen, nimlich Hithner- oder Taubenplasma
dem menschlichen Serum (oder Plasma) zuzusetzen.

Die angefiihrten Tatsachen zeigen, daB die oben dargelegten Prin-
zipien, komb nierte Medien zusammenzuselzen, [ir die Kultivierung von
Geweben auferhalb des Organismus wohl verwendbar sind, mégen die Ge-
webe nun von Wirbellosen, von Wirbeltieren oder speziell von Menschen
stammen. Daraus geht hervor, dall bet Anwendung eines und desselben
Laboratoriumsbetriebs und durch Beachtung eines einheitlichen Planes hin-
sichtlich der Methodik, die verschiedenartigsten Objekte zur Untersuchung
herangezogen werden kinnen.

Natiirlich sind noch mannigfache weitere Untersuchungen erforder-
lich, um im einzelnen klarzulegen, ob eine solche Methodik fiir alle
Tiere, fiir alle Gewebe usw. verwendbar ist.

In der letzten Zeit werden in meinem Laboratorium verschiedene
kombinierte Medien, die nach dem oben dargelegten allgemeinen Plane
zu speziellen Zwecken zusammengesetzt worden sind, auch in den Fallen
verwandt, wo man gute Gewebskulturen auch einfach im Plasma des
betreffenden Tieres erzielen kénnte. Abgesehen davon, dall im Gewebs-
extrakt und Plasma oder, was einfacher ist, im Serum und Plasma
die Gewebe besser wachsen als im Plasma allein oder im Plasma, das
mit Ringerscher Lésung (oder Aq. destill.) verdiinnt ist, so bietet die
Anwendung der genannten Medien ‘in einigen Fdillen noch Vorziige von
sozusagen inethodologischer und technischer Art. So brauchten ichk und
Hach'?) zu den Versuchen, die wir behufs Studiums der biologischen
Eigenschaften des Fleckficbervirus ansteliten, manchmal gleichzeitig
eine ungeheure Anzahl von Kulturen (200—350 einmal in einem Plasma)
aus verschiedenen Organen eines mit Fleckfieber infizierten Meer-
schweinchens. Da das Meerschweinchenplasma in dieser Menge zu
beschaffen schwierig war, bedienten wir uns desselben nur in beschrink-
tem MaBe und verwandten hauptsichlich eine Mischung von Gewebs-
extrakt oder noch hiufiger von Meerschweinchenserum mit Kaninchen-
plasma, das in gréBerer Menge leichter zu beschaffen ist. In solch einem
Medium entwickelten die Gewebskulturen ein prichtiges Wachs-
tum und — was die Hauptsache ist — erhielten ihre Virulenz,
so daB es z. B. durch Impfung verhiltnismiBig wenigen 5tigigen Kul-
turen immer gelang, bei den Meerschweinchen Fleckfieber hervorzurufen
(mit typischer Temperaturkurve, charakteristischen Fleckfieberknot-
chen im Gehirn und in den inneren Organen usw.), wihrend die Impfung
mit Organstiickchen, die 5 Tage lang bei Kérpertemperatur in Ringer-
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16sung aseptisch aufbewahrt worden waren, niemals zu einer Erkrankung
fithrte.

In den Versuchen, die von mir und Radzimowska!'8, ausgefithrt
wurden, um den EinfluB3 der H-Tonen (und einiger anderer Tonen) auf
das Leben der Gewebszellen zu untersuchen, hatte die Anwendung
kombinierter Medien einen anderen Sinn. Bei diesen Versuchen setzten
wir Stilckchen einer Kaninchenmilz beispielsweise 30 Minuten lang der
Einwirkung einer Mischung aus (z. B, aus Milchsiure und milchsaurem
Natrium mit H-Tonen in verschiedener Konzentration, die durch Gas-
ketten bestimmt wurden). Nachher wurden die Stiickchen aus solchen
Mischungen herausgenommen, in Ringerlésung ausgewaschen, direkt
auf Glas gebracht (auf dem sie nachher geziichtet wurden) und sofort
mit einem Tropfen Kaninchenserum bedeckt, das dank seinen regulieren-
den Eigenschaften die Wirkung der H-Ionen zum Stillstand brachte.
So lag ein jedes Stiickchen, das verschiedenen Einfliissen ausgesetzt
worden war, in einem Serumtropfen bis zum Ende des Versuches;
dann wurden alle gleichzeitig*) mit Plasma bedeckt, so da die Gewebe
sich in einer dem Wachstum forderlichen Mischung von Serum und Plasma,
befanden. Dank solch einer Methodik konnten wir feststellen, daB die
Zellen der Kaninchenmilz lebendig geblieben waren und noch Wachstum
in vitro entwickelten, nachdem sie 30 Minuten lang der Einwirkung
von Mischungen ausgesetzt waren, in denen die H-Tonen folgende Kon-
zentration aufwiesen: Bei Mischung mit Milchsfure — [H'}= 1,7 -10-5
(Pg = 4,74, durch Gasketten bestimmt wurde) oder in vielen Fallen sogar
Py=4,04;bei Mischung mitEssigsiiure Pg=>5,33 ; wie diespateren Versuche
mit HCl von Radzimowska gezeigt haben, erfolgt das Wachstum der Milz-
kulturen selbst nach der Einwirkung der Lésungen mit der Konzentration
von H-Ionen Py = 3,24. Bei unseren Versuchen mit Alkalien erwies sich
als Grenzkonzentration Pg=10,28 ( Krontowski- Radzimowska ). Hierbei
stellte es sich heraus, daBl die Fibroblasten. eine solche Konzentration von
H-Ionen, welche die Emigration von Wanderelementen, wie der Lym-
phocyten und retikuliren Polyblasten, villig hemmt, verhdilinismdfig
gut ertragen. Wiahrend die Milz in vitro gewchnlich gut gedeiht, wobei
das Wachstum sich in einer schleunigen Auswanderung einer ungeheuren
Anzahl von Wanderelementen kund gibt (s. Abb. 4), bemerkt man,
wenn sie der Einwirkung einer Mischung mit H-Tonen in einer obigen
nahekommenden Konzentration ausgesetzt wird, daB nur die Fibro-

*) Im entgegengesetzten Falle miifite man im Verlaufe des Versuchs mehrere
Male den Kaninchen Blut entnehmen, um Plasma zu erhalten. Da die Resultate
der’ Kultivierung ferner in hohem Grade von den Kigenschaften des Plasmas
abhingen, die physischen Eigenschaften desselben aber bei verschiedenen Kanin-
chen und sogar bei ein und demselben Kaninchen stark variieren konnen, so erhilt

man am ehesten zur Vergleichung geeignete Resultate, wenn man in allen Ver-
suchen einer Serie ein und dasselbe Plasma verwendet.

Virchows Archiv. Bd. 241. 32
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blasten an einzelnen Stellen des geziichteten Stiickchens (s. Abb. 5a)%)
wachsen und eine Auswanderung der Wanderzellen fast ganz fehlt;
der letztere Umstand an den Stellen besonders deutlich bemerkbar
(z. B. b an Abb. 5), wo keine Fibroblasten vorhanden sind. In den Ver-
suchen Tschertoks, die in meinem Laboratorium vorgenommen wurden,
wurden kombinierte Medien angewandt, um festzustellen, wie verschie-
dene Antiseptica, die sich in dem die wachsenden Zellen umschlieBenden
Medium vorfanden, auf die lebenden Zellen einwirken. Ich beschrinke
mich aul die angefiihrten Beispiele, um die Mannigfaltigkeit der Falle
zu illustrieren, in denen wir kombinierte Medien benutzen, und will
nur noch darauf hinweisen, daff auch in vielen anderen Beziehungen die
Anwendung von Medien, die nach

Abb. 4. Abb. 5.

den erwihnten Prinzipien zusammengesetzt sind, grofie Dienste leisten
wiirde.

Als Ergiinzung zu den obigen Darlegungen machte ich noch besonders erwihnen,
daB bei Anfertigung von Gewebskulturen vieler Tiere, besonders der Wirbellosen,
der Umstand groBe Schwierigkeiten bietet, da sowohl die Deckhaute als auch die
Innengewebe bei vielen von jhnen oft stark mit Bakterien beschmutzt sind und es
daher unmdglich ist, ein steriles Organstiickchen oder -gewebe aus ihnen ageptisch
herauszuschneiden; infolgedessen werden die angefertigten Kulturen, noch ehe sie
zu wachsen anfangen, schnell durch Mikroben verunreinigt.

Diesen Schwierigkeiten zu begegnen und dabei praktisch befriedigende Resul-
tate zu erzielen, ist uns auf zweierlei Weise gelungen: Entweder wuschen wir das
Objekt in vielfach gewechselter steriler Rimgerscher Losung sorgfaltig ab und
befreiten es auf diese Weise von einer ansehnlichen Menge von Mikroben, oder
aber wir benutzten verschiedene Antiseptica. Die Anwendung desinfizierender
Mittel besonders zu vermeiden, dazu liegt wahrscheinlich kein geniigender Grund
vor. Direkte Versuche haben gezeigt, daB, obgleich das Leben der Gewebszellen im
Organismus der Wirbeltiere zwar in einem inneren Milieu verfliet, das sich dank
den bekannten, von Héberl) so genannten ,,physiologischen Konstanten™ durch
seine Bestindigheit auszeichnet, daf aber die Gewebszellen an und fiir sich nicht be-

#) Dieses Mikrophotogramm stammt von der 10 tigigen Kultur eines Stiickchens
von einer Kaninchenmilz, die vorher der halbstiindigen Einwirkung einer Mischung
(mit Milchséiure) Py= 4,44 ausgesetzt war.
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sonders empfindlich fiir die voriibergehende Verdnderung der duferen Bedingungen sind
und eine bedewtende Widerstandsfahigheit gegen .verschiedene physische und chemische
Einwirkungen besitzen. Wenn man z. B. ein Stiickchen Milz fiir eine halbe Stunde
(oder auch etwas linger) in’ destilliertes Wasser (Aq. bisdestill.) legt, so erleidet das
Gewebe eine auch fiir das unbewafinete Auge leicht wahrnehmbare, deutlich aus-
geprigte Verdnderung; trotzdem ist aber ein solches Stiickchen, wie meine Ver-
suche gezeigt haben, wachstumsfihig, wenn es in vitro gealichtet wird; halp-
stiindiges Liegen in einer 3—>5 proz. NaCl-Losung, die auch von stirkerer Konzen-
tration*) sein kann, t6tet die Milzzellen nicht. Die oben angefiihrten Versuche
haben crwiesen, dal} Gewebszellen ihre Lebensfahigkeit erbalten und in Kulturen
wachsen konnen, nachdem sie zeitweilig der Einwirkung ziemlich saurer Losungen
ausgesetzt waren, in denen [H'] = 0,7 - 102 (bis Py = 4,04), wie die Versuche von
Krontowskz und Radiimowskall) gezeigt haben. Gegen die Einwirkung vieler
chemischer Stoffe zeigten sich die Gewebszellen in hohem Grade resistent. Nach
den Untersuchungen Lamberts®®) blieben Zellen von Lymphdriisen und von der
Milz des Menschen am Leben, auch wenn sie eine Stunde.lang der Wirkung von
10 proz. Alkohol, 0,2 proz. Phenol, -einer Jodlosung von 1 : 1500, einer Sublimat-
16sung von 1 :40 000 ausgesetzt gewesen waren.” Nach den in meinem Labora-
torium angestellten Versuchen entwickeltem Wachstum in vitro (nach einer
10 Minuten langen Finwirkung): Zellen des Hiihnerembryos — nach einer Carbol-
séurelésung 1 : 200, nach einer Sublimatlosung 1 : 10 000 (Sparrow); Zellen der
Kaninchenmilz — nach einer Carbolstiurelosung 1 : 500, nach einer Jodlésung
1 : 1000 (T'schertok) usw. In Anbetracht dieser Tatsachen sind wir beim Beschaffen
von lewebsstiickehen aus verschiedenen Tieren nicht so sehr darauf bedacht,
auf jeden Fall Antiseptica zu vermeiden. Das gewihlte Objekt (ein ganzes Tier
oder ein Teil seiner Deckhaut) wird zuerst mit gew¢hnlichem Wasser gehorig ab-
gewaschen; dann desinfizieren wir seine Oberﬂache (z.B. mit Spiritus, J od Subhmat
liisunrr die nachher mit einer entsprechenden sterilen Losung abgewaschen wird);
hernach waschen wir dasselbe, wenn es ndtig ist, vielfach mit steriler Ringerscher
Losun” und schneiden schlieBlich die notigen Stiickchen heraus. Manchmal muf
man auch die Oberfliche des herausgeschmttenen beschmutzten Organs oder
Gewebes mit einer antiseptischen Losung bearbeiten, aber nur leicht, so daB die
innen liegenden Zellen, die hernach zur Kultivierung heransgeschnitten werden
sollen, dadurch nicht geschidigt werden. Oder aber wir kommen auch ganz ohne
Desinfektionsmittel aus und schneiden aus dem mit Wasser und mit steriler physio-
logischer Losung griindlich abgewasehenen Tier die notigen Stiickchen heraus,
d1e hernach wieder vielfach in steriler Ringerscher Losung gewaschen werden
[Krontowski und Schustow®)]. In allen Fillen, tiberhaupt wo wir die heraus-
geschnittenen und zur Kultivierung zubereiteten kleinen Gewebsstiickchen nicht
fur unbedingt steril halten, waschen wir diese Stiickchen vor dem Einpflanzen
in den Nahrboden in mehreren GefsBen (z. B. Petrischalen) nacheinander mit
einem reichlichen Quantum steriler Ringerscher Losung, die den Geweben des
Tieres der betreffenden Art physlologlsch angemessen ist. Durch Anwendung der
erwihnten 2 Miliel erreichen wir es, daf, wenn das zur Kultur bestimmie Material
urspriinglich auch wicht steril wor, viele Kulturen doch bakterienfrei bleiben. Mittels
dieses Verfahrens gelingt es in vielen Fillen auch, Gewebsstiickehen sowohl von
Landtieren, wie z. B Regenwiirmern, als auch von Wassertieren, z. B. regenerie-
renden Planarien, zu beschaffen, die, in den Nihrboden gepflanzt, nicht mit
Mikroben bewachsen [Krontowski und Rumjomzew'?)].

Wie aus den angefithrten Tatsachen ersichtlich ist, gewihrt die oben

*) Die Fibroblasten sind nach halbstiindigem Liegen in einer NaCl-Losung
sogar in einer Konzentration bis 10% noch wachstumsfahig.
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dargelegte Methodik die Moglichkeit, mit den verschiedenartigsten Ob-
jekten zu arbeiten; sie erweitert das Gebiet, auf dem die Methode der
Gewebskulturen angewandt werden kann, und erlaubt, Versuche nach
verschiedenen Richtungen hin auszufithren. Im allgemeinen ist die
Kultivierung der Gewebe aullerhalb des Organismus nach dem Grund-
verfahren von Harrison-Burrows-Carrel und unter Zuhilfenahme ver-
schiedener kombinierter Medien unzweifelhaft eine sehr wertvolle Me-
thode zum Studium vieler biologischer und medizinischer Fragen.

Zusammenfassung.

Aus den obigen Darlegungen mochte ich folgende Punkte als besonders
wichtig hervorheben:

1. In den Fillen, wo zur Herstellung von Kulturen aus den Geweben
irgendeines Tieres, speziell eines wirbellosen, aus irgendwelchen Griin-
den sein Blutplasma (Lymphe bzw. Hamolymphe) nicht benutzt werden
kann, ist es dennoch moglich, Gewebe aullerhalb des Organismus zu
kultivieren, wenn man nimlich kombinierte Medien verwendet.

2. In nach einheitlichem Prinzip kombinierten Medien, in denen als
Niahrmaterial Gewebssaft (,,Organplasma’, ,, Prefsaft”), Gewebsextrakt,
Serum u. dgl. dient, die aus demselben Tier gewonnen sind, und in denen
die notige Konsistenz des Mediums durch Zusatz von heterogenen Blut-
plasmen, von besonders zubereitetem Agar usw. hergestellt wird, gelingt
es, sowohl Gewebe von Wirbellosen (z. B. Lumbricidae) als auch von
Wirbeltieren (z. B. Menschen) zu kultivieren.

3. In cinigen Fillen, selbst wenn die Moglichkeit verhanden ist,
Gewebe in Pla ma des betreffenden Tieres zu kultivieren, kénnen kom-
binierte Medien beim Studium einzelner Spezialfragen (wie in den er-
wahnten Versuchen zur Erforschung der biologischen Eigenschaften des
Fleckfieb'ervirus, zur Feststellung des Einflusses von H-Ionen auf das
Leben der Gewebszellen usw.) gewisse Vorziige besitzen.
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